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"The llnnexlnv constature a family of calcium- and phosphoJip~d-bindjmg proteins. One member 
of llre famoly anncxin V showed to have many different in vitro 'CJunctions. However, the in vivn 
functional s~gnificmce of mnexin V 1s slilli incompletely understood. In this thesls our reqexch 
was directed to anncxrn V In the cardiac setting. 
In the present them the possuble role of annexln V In the regulation of the phaspholipnd 
horneostas~c of cardlac myocpes by phospholmpse A, lrahtburian was ~nvest~gated using , on the 
one hand, expenmental model with mificid pllospholip~d membranes and, on the other hand, 
energy-deprived rnyocytes. In add~tion, mnexun IvP localization and quantrly were stlt~died dunng 
maluraleonal and hylrerirophac growth of the heart, in order to get m ~ndrcatlon whether annexin 
V collld play a role in these processes. 
A general intsudwchon of the ]thesis is provided in chapter I An lnzroductlon to the various 
members of the annexrn family, cardiac phospholipid homeostasis and cadlac matu~ational 
growth is givcru. In adelltion, a short survey on the possible functions of annexin V in cardvac 
phospholipid rnetabolrsrn and cardiac maturational growth and hypertrophy 1s provided in t h ~ s  
chapler. 
Clzaprcr 2 describes un detail our experience with lalbel~ng techniques a i d  permeabil~zat~on 
coirdit~ons on the subcellular local~zation oTanncxirl V an the various cardiac cell types. Results 
were analyzed on [he light, confocal scanning h e r  and electrorl m~croscopical evel. 
The subcellular localrzarion of annexin V in isolated cells was shown to be ~nlluenced by 
permeabilrzatlon of the cells. LIT ndclltnon, immunogold labeling of intact cardiac rnyocytcn was 
regarcled to be less reliable as lack o f  penetration of the antnbody-gold p(artic1e complex into the 
cell intcnor could not be excluded In this experirnerttd approach. The rcsults obta~ned a1 the light 
and ellecrro~i microscopic level, when labeling was performed on cryosections of cardiac tlssuc 
or cells, were considered to be Ihe most trustworthy. 
111 clzaptes 3 the pre9ence of a variety of members of the annexan fairlily, lncludlng annexrn 
1 p l ~ ~ s  LI, 111, IV, V and VI, un ma cardvac tissue was established with western blot analysl4. 
Al~rrcxnn Y was punlied from rat cardiac t l s ~ ~ i e  and polyclond dntiboclnes were rased agabnst rat 
licivl annexin V. Wec;lcrn blot imalys~s with these ann~bod~e.; revealecl that annexnn V 1s present 
r a ~  Erothz cnrclton~yocyte\ and non-myocycal cells of the heart. Tlresr: results were confimn~ed by 
11nanrinoh4?;tocl~cmica1 analysis of rat h e m  tissue secflons. S~tbcellular localrzntron of annexlia 
Y In 1ro11-tnyocytd cclls scerncd to be cytoplasmatic, whereas the Iocallzarlon In the carrl~ac 
nnyircytel was fotrrrd tu be in clo\c vicr~rity of the sarisolernma. Noahern blot analysrs 
dernwnstr:rrcd that d l  cell typcs ~nvestagatcd showed cxpressmn of annexin IJ. hnncxin V rnRNA 
levels wetc highest in khe fzbrob0ast-l~ke cells, followcd by endorhelial cells, and a relatively 
weak signal was observed rn cardromyocytes. By means oT a newly devclopped sandwich-type 
BLlSlal with nntihodles specific for lilt  heart annexrn V, annexin V content xn intact adult rat 
he~r t ,  isolated naytscytes, cultured cardlac endotheld cells alld fibroblast-like cells was found to 
bc 0.70. 0 17, 1.63 ;~nd 3 84 peS/mg total protein, respectively. 
The mecllinnis~rz of inhib~ting low moleculiw wcight phospholipase A, ac~lvity by annexrn Q 
1s invs\~igated w ~ t b  use of an eell~psometer in chapter 4. The generally proposed nlecharv~srn of 
phosphol~pase A? ~nhibuliori by annexrns 1s ttlrrclugh shield~ng of the pko$phnllpld meinbranes, 
the substrate of the phospholipases. In chapter 3 i t  wits shown t l - r * ~ ~  iZlthoug11 azznexin V was 
present at the level of the sarcoleima the m-rounts of anrrexin a" k~ the ctwcilac nlyocytes u~ too 
low to cover the total m e ~ n b m e  and as such a role of annexin V ~n casdiw phospholipicl 
homeostasis seems quest~onal~le. In:chapter 4, however, it: was .shown illat prt inl  cove) ltzg of a 
phosphohpid membrane. witlr mirextn V still ~nhibited phospholtpase A, activity substanlttally, 
In other words, the degree of phospl~olipase A, inhibition was nonlinearly related to the tu11~3.11111 
of membrane-bound mnexin Y. These findings vndicate that the ~nhibition of plhosphlol~pase A,- 
mediated hydrolysis by arrnexin Y cannot be simply explained by shield~rrg of pho~pholip~d 
s~ubstrates from the enzyme. Moreover, the present results leave room for a role of cndogenouh 
annexin W in regulating phospErolip~d turnover on the sarcollernlna of the cardiac rnyocyres. 
Under energy-deprived condlkions the phosphol~pid honreoscasis is dismrbed. There is net 
degradation of phospholipids. En chapter 5 we studied the possible role of annexin V, wjth its 
mti-phespholipase A? properties, in the degradation of membrane phosphol~pids of adult c~wdlnc 
rnyocytes dunng metabolic ~nhib~tion (20 nnM 2-deoxyglucose mcl 1 mM todo-acetic ~~c id ) .  Aftel 
2401 min of melab.olic rnhibitton, lactale dehydrogcnase (LDW) release was sugu~if~c.m~ly e evated 
compared to control cells incubated for the same period of ti~a.re. In metdbollcally ~nhibvted cells, 
anrrexin V locdizatlon seemed to be more pronounced itt the Bevel of the sarcollernnia conzpr~red 
to controls, whereas mernbrcwe phospholipid hydrolya~s occilirred at a s~gnvficantly elevated rate, 
as evmdenccd by a significantly enhanced accumulat~on of labeled arschidonic acid withln the 
cells. The findings of chapter 5 are not in favor of the hypothesis that tlue increae in net clcgra- 
dation of phospholipids in energy-deprmved cardiac rnyocytes 1s caused by a loss of anruexln V 
from the sarcolemma, which would increase the vulrverabilliy of the sucolemma towards 
phospholipase A, activity. 
Amongst others, annexln V has  been suggested to play a role in developmental processes. In 
chapter 6 it was investigated whether in the hean annexin Y content and localizattotz crtilngc 
duelng lnaturalional and hypertrophic growth, In order to obtain indlcalions zhal nnnenin V us 
~nwolvcd in cudlac growth processes I x  was de~noarstrotcd thtnl during per.~rr:rlill sfevclo~~mcnl 
mnexln V content in tuval heart trans~enlly incret~sed in t t ~ c  E'trht week after brrlh, lo a peak valwle 
6 days after birth, wlaereafter annexin Y protein Jevcls decl~i~ed agann. Differences in  anncxin li' 
content were also obs;er-v-ved between rnyocytes isolated Fmln neonatal m d  adull hcarls. Morec~ver, 
dunng cardiac maturational growth the xubcellular localization of annexin V might change frotn 
a cyopUasmic to a Inore prominent sascolernrnal local~zrztion. In aclditron, rn vrvo hypcr-~crp8iy 
induced by aortic coarctation was not hund to be associated with a ch;ulgc in ntrnexin b' 
localizaaen or content The quantitattve results obtail~ed wt'th illtact hypertroph5c rat hearts were 
supported by findmgs In neonaiaY ventricular myocyles, in which hypertrophy wah i~aduced by 
phenylephrine (YO'' M). In conclusuon. the marked alteratton?, in anncxtn V conleni durjng the 
maturatuonal growth I I - ~  the heart suggest a possible involvelrlent of t h ~ s  protetn In thih process. 
In contrast, the absence of changes in annexin Y content and localtzal~on In lryperiropb~ed 
hearts/myocytes compared to appropriate control hearrslmyocytes supgehts that annexin V docs 
not play a crucial role in lhe rna~ntenance of ~lhc hypertrophic phenotype of thc carcl~ac tnulicle 
cell. 
A general discushion of the studies presented in this thes~s is provided in chapter 7. The mami 
concluslaazs from ihe resemch described in the present thesis a6e the following: 
1) Annexrrr V is present in the d u l l  cardiac mymyre at the level of the s a c o l e m a  In relatively 
small mounts. 
2) Partial coverage of phospholipid mernbrmes with annexin V leads to a substantla1 inhiibltion 
of phosphcrlipase A, act~vity. 
3) Beddes the substate dcpledon model another mechanism has to be active to explain the 
pbospholipase A, inhlbilting capacity of mncxln W. 
4) During energy-depriving conditions mnexin V stays persistently present at the level of the 
sarcolemrna and as such elevated phospholip~d degradation under these conditlans can not be 
explained by a substantla1 loss of annexin V from the sarcolernma. 
5) As changes in annexin V localizadon and cantent in the first week after b~r th  coincide with 
the swibch from nnaturat~onal hyperplastic to hypeflroph~c grawth annexrn Q might be 
invalved in the process af maturational growth. 
kille cellen en hun organellei1 worden ontgeven door ren ii~embrnara. 6611 van de bouwsreneiz 
van een membraan zijn fosfolipiden. Deze lipiden worden voortdurend al8ebrokei.i ent 
opgebouwd. Dit proces, de fosfolipaden homeostase, is onder norrndc onust,uidigtzedeii in bdiu~i.  
Onder pathologische ornstandrgl~eden, bijvoorbeeld &én waar bi^ een tekort air1 z~iwrstof optreedt, 
is de fosfolipiden homeostase zodan~g versrood dat dit resulteert In ten  netto aFbic~sEr van 
rnembraanfosfolipiden. Bescliadiging van de celanennbraan km uik~ndelijk tot celdood leiden. 
De verstoring vm de bdans van de fosfolipiden homeostase kan veroor~ilakt worden door, 6feen 
verlnaogde afbraak v m  fosfolipaden. 6f door een venminderde reiyiithese v m  fo\blipiden. Welkc 
inecharuismen en Iactoren een rol speleiz in de tvgulatie v m  de fosfolipiden l~omeo\tase us nag 
onvolledmg opgehelderd. De annexanen, een familie van elwltten die ci~Jciuni-affiaz~kelifi aan 
fosfolipiden kunnen binden, zijn een moge~ijke factor van betekenis in de regulalle van de 
fosfolipiden huisboud~ing, omdat de annexinen hel enzym remmen dar de fosfol~pidcn abreekt, 
namelljk ~osfolipase A, 
In dit proefschrift is anderzocht OF een lid van de anniexme familie, anrrcxln V, inogelilk een 
rol speelt in de regulatie vcm de fosfolnpide homeostase van de cnrdioïrryocyt door n-mming van 
hek fosfolipase A, enzym. Daarbij kunliten andere n.iogelij~ke runcties van annexine V in het hart 
niet worden uitgesloten. Ook werd onderzocht of de cellulaure lokalisutue en hoeveelheid van 
mnexiine Y veranderden gedurende de ontwlklcclings-groeu van her hart en 112 hypeiirole groei 
(groen zonder deling). Dit onderzoek is uitgevoerd orn inzrclii tc krijgen of~tnnexine V mogelijk 
een rol speelt in deze processen. 
Enkele algemene aspecten van de fosfolipldea huihouding, de vcrschillei~de leden viin de 
annexinen familie en de processen geassociieerd mei cardiale groei worden bescl-ireuen in 
hoofdstuk 1. Tevens wordt een overzicht gegeven van annexine V en siin fosfolig~ase ~crnunende 
werking en annexine V in verband met groei en ontwikkelrng. 
h hoordstuk 2 worden een aantal teclinieken, dle mogelijk; geschikt Lijn om de Ilokalisalle van 
annexine V op hartweefbel en cellen aan tc tonen, in-iet elkaar veigclleken De rircil~ode, waiilbij 
gebruik gemaakt wordt van antilichamen legen het te lokaliseren eiwil (anti-rn~teilh~~i't annexine 
Y antilicha~nen) en van antilichs~meit rne~  een herkenbaar label zoals een l l u o r c s c e ~ ~ ~ d  ol gold 
bolletje gericht tegeir de anti-ra(ren1rart annexliie Y mtul~chamen, wordt inrinunola~~tc~cl~e~~a~e 
genoemd. Met behulp vm,  rebpeciicvelijk, een fluoresceiatie- of ccn elektt-onenrnlcrosc~~op, kan 
het label z i c h t b a ~  g e r n d t  worden en zo de lokalislitic van het eiwni tri de cel of lict wcehel 
kpaald. Om het eiwit bereikbaar voor de ai-ctilnchainen te ~zwken kilai inen dc cellen doar3aaib~~iw 
malren men detergentla zoals Triton X-100 of sapoiiinc. In hooliisi~ik 2 word!. a~iigeiroond d;ra het 
gehrunk van detergentia niet aaii te raden is, oindat deze de iinrnunolokalicalie lijken 1s: 
veranderen Deze veranderingen in imin~unolokalisatie worden mogelijk veroarz;lakt door dc 
zware beschadiglingen van de eelstntcturen die tijdens deze procedure optredenl. Ook; word1 
immunolabelir~g van intacte volwasseii carduornywyteai, waarbij een goud bolleqe gekoppelcl 1s 
aan een antillichailm, als ininder belrouwbaar beschouwd. De ooo~aak hlervan IS dat met deze 
inetlaode, waar bi^ goudbolletjes alleen aan de hartspiercclrnennbr~un gevailden werden, niet 
duidcl~j k is of het complex in staat is volledig ton de kern van de cel te penctreren. De ineesi 
betrouwbare resultakerr worden verkregen door kleuring op dunne ingevroren hartweefsel- of 
celple&jes (coupes). 
In hoofdstuk 3 is allereerqt k p d d  welke leden van de annexinen familie m w e z i g  zijn in het 
har1 met behulp wm Wesknt bJot andye. Van de geteste eiwitten bleek annexine I en n, DI, W, 
V en V1 aanwezig. Annexlne V was zeer prominent aanwezig en d m o m  is dit lid van de farnille 
vcrcler onderzocht. Omdat al onze testen! op bel rattenhart. werden uitgevoerd werd eerst een 
antilichaam werkregen dat specifiek gericht is iegen rattenhart annexine V. Hieritoe werd mnexine 
V gezuiverd uit rattenhartjes en vervolgens werd een kon~jn met het gezuiverde eiwit 
gei'mrniuniseerd om tol antilichaam produktie te komen. De antilichamen, die spcififiek gerichr 
zijn tegen rattenhart wnnexlne V, werden gebrnikt om aan te tonen in wel celtype van het hart en 
waar in  deze celtypes annexine V aanwezig is. Western blot analyse en immunohistochemiee op 
coupes van rattenhart weefsel laten zien dat annexine V aanwezig is ani alle celtypes van hef 
ratrealhm, zowel de hartspiercellen als ook de endotheelcellen en de fibroblasten. In volwassen 
hartspiercellcn is mnexine V gelokaliseerd ter hoogte van het celmembraan, het sarcolemmn, in 
tegenstelling lot de andere celtypen van hen hart waas een cytoplasrnatischte Meuring van 
aiinexilte. V werd gevonden. Aanlonlng van mnexine V op mRNA niveau (Northern blot 
analyse), waaruit afgeleid kan worden of annexine V ook in deze cel types wordt gesynthetiseerd, 
laat eveneens expressie zien in alle celtypes van het hart. De hoogste mRNA expressie werd 
gewonden in de fibroblasl-achtige cellen en de laagste waarden in de laartspiercellen met 
tussenliggende waarden in endotheeicellen. De annexine V eiwit niveau's werden ook 
gekwantificeerd. E-liervoor werd een, ELISA methode van het sandwich type ontwikkeld met 
antilrcharnen, specifiek gericht tegen ratienhart annexine V. De annexine V inhoud in 
rattenlhartwcefsel, geïsolleerde hartspiercellen, gekweekte endotheelcellen en Fibroblasten bedroeg 
respectievelijk, 0.70,0.17, 1.63 en 3.84 pglrng totaal eiwit. 
Aangezien annexine V ter hoogte van het sarcolemma van de hxtspierceP gevonden wordt, 
is een rol voor annexine V in de fosfolipiden huishouding van het harispiercelanernbraan 
mogelijk. Als mogelijk mechnnismc voor de remmende werking van annexine V op de 
fosh l iya~e  A, actlviileit is afsckiiermlng van de men2braanfosfolipiden, het substraat voor 
foshlipuse A,, (het zogeoiaan~de substraat-depletie model) voorgesteld. De hoeveelheid ~mnexine 
V, d ~ c  rinnge~ooiid kan worden in de hartspiercel, w~jsk erop dat dit niet voldoende is om de 
gehele binnenzijde van het sascolcmiaa laf te schermen. In hoofdstuk 4 werd met behulp van 
kuri?;tm~\.itige ineznbroineri (cllipsornetrie), onder coriidiities die zoveel als inaogelijk lijken op de 
omstandigheden i11 de hartspiercellerl, onder~ocht of gedeeltelijke bedekking van een 
fc~st09ipiclenrt~cmbsaan door annexine V gevolgen heeft voor de hydrolytische activiteit van 
fosrolipase: A,. Er werd aangetoond dat cen gcdeelteli~ke bedekking van hei hsfolipide 
meinbraati de fosfolipase AZ activuteit reeds aanzienlijk remt. Deze gegevens ~rnpliceren dat de 
remmende werking van nnnexune V op de activiteit van fosfoimpase A, niet alleen door 
t&fss;chei.iiaii~g: van het substraat. [de nmernbraanfosf011piden)i verklaard kan worden. Naast het 
srrtaslraat-depletie model is dus nog een ander, onbekend proces aanwezig. Verder toonden de 
resiiltairn Y11 hoofdstuk 4 aan dat ecn rol voor annexine V in de fosfolipiden huishouding van het 
s~rco1emm.a mogelijk is, zelfs bi$ een onvolledige bedekking van het sarcolemma. 
Onder ornstGmdigheden waarbij een zuurstof tekort optreedt. zoals  bi^ een cardiale ischemie, 

In kaofds~uk 7 worden de rebultaten zods beschreven in dit  proefsichnfl samengevat en in een 
bredar kader gep1a;i'bst. De belangrijkste conclusres van dit proefsck~ft zijn 
1) Pmnex~me V ~s aanwezig in de hartspiercel aan het sarcolemma in relatief kleline hoeveelhe- 
den. 
2)  Gedeeltelijk~ bedekking van een fosfolipidenmembrm met annexine V remt substmtieel de. 
fosfoi~pae A2 acthikit. 
3) bhla81 hei: a;ubstrmt depleiie model moet er nog een ander mechanisme aanwezug zijn om het 
fo~yiOllipase 4 renmende vermogen wan annexine V te verklaren. 
4') Gedurende depnurakc van energie blijft annexine Y gebonden aan het ssurcolemrna, en 
dientengevolge kan de verhoogde fosfolipiden afbraak onder deze omstandigheden met 
verklaard worden door een aanzmenlijk verlies van annexinc V van het celmembraan. 
5) n i ~  de veranderingen in de hoeveelheid en lokalisatiie van mnexine V samenvallen met de 
verandering wan hyprplalische nam hypertrofe groei, kun annexinie V magelqk bij het prmes 
van de groei van het hart gedurende de ontwîke1ing betrokken zijn. 
